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摘要 合成 生物 学 是 利用 工程 化 的 思想 来 设计 和 构建 新 的 生物 基因 组 ， 是 近年 来 的 研究 热点 。 近 年 来 ， 对 原核 细 
胞 支原体 天 然 小 基因 组 进行 从 头 合成 并 进一步 设计 与 构建 最 小 基因 组 ， 对 原核 模式 生物 大 肠 杆 菌 基因 组 的 不 断 删 
减 及 全 基因 组 密码 子 简约 化 设计 与 人 工 合成 测试 ， 以 及 对 真 核 模 式 生 物 酿 酒 酵母 基因 组 人 工 设 计 与 合成 测试 都 取 
得 了 很 大 成 功 ， 极 大 地 促进 了 我 们 对 生命 的 理解 。 我 国 的 基因 组 的 设计 与 工程 化 构建 方面 的 研究 虽然 起 步 较 晚 ， 
但 近年 来 取得 了 国际 瞩目 的 成 果 。 基 因 组 的 设计 与 构建 为 深入 了 解 生命 起 源 与 进化 ， 并 为 进一步 构建 具有 强大 应 


用 功能 的 新 型 生命 体 英 定 了 基础 。 
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生命 的 起 源 是 什么 ”最 原始 的 生命 是 怎样 形成 的 ? 
人 类 能 否 创 造 生命 ? 从 古 至 今 ， 科 学 家 和 哲学 家 们 一 直 
在 不 断 探索 并 希望 解决 这 些 困 惑 。 大 量 的 微生物 基因 组 


界 上 首 个 由 化 学 合成 基因 组 控制 的 原核 生物 支原体 1。 在 
此 基础 上 ， 他 们 通过 大 量 的 设计 与 测试 构建 了 目前 已 
知 的 基因 组 最 小 的 支原体 "。 与 国际 合成 生物 学 的 迅猛 发 


序列 的 信息 ， 以 及 各 种 组 学 的 研究 ， 包 括 基因 组 、 转 录 
组 、 蛋 白质 组 、 代 谢 组 等 ， 并 由 此 构建 出 的 调控 网 络 和 
代谢 网 络 模 型 促进 了 我 们 对 生命 的 理解 ， 也 让 我 们 意 
识 到 生命 系统 的 复杂 性 。 然 而 ， 在 这 些 复杂 的 调控 网 络 
和 代谢 途径 中 ， 哪 些 是 生存 必需 的 呢 ? 怎样 设计 和 构建 
一 个 简约 的 生命 体系 呢 ? 设计 并 构建 简约 基因 组 将 为 合 
成 生物 学 和 人 造 生命 的 研究 提供 一 个 重要 的 基础 。 

2010 年 美国 科学 家 Venter 和 他 的 科研 团队 发 表 了 址 
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展 相 比 ， 我 国 的 合成 生物 学 研究 起 步 较 晚 。2011 年 ， 我 
国 启动 了 10 项 合成 生物 学 相关 的 “973” 项 目 ， 极 大 促 
进 我 国 在 人 工 生 物体 系 的 设计 和 合成 ， 细 胞 生长 功能 和 录 
的 模块 化 及 可 控 运 行 ， 发 展 重 构 、 编 辑 简 小 基因 组 ， 以 
及 在 底盘 细胞 上 “ 即 插 即 用 ”型 地 高 效 组 装 生物 学 模块 
的 合成 生物 学 使 能 技术 等 方面 的 研究 ， 并 取得 了 较 好 的 
进展 。 我 国 科 学 家 ( 主要 是 天 津 大 学 、 清 华 大 学 和 深圳 
华 大 基因 研究 所 的 科学 家 ) 与 美国 等 国家 的 科研 机 构 共 
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同 推动 了 “酵母 基因 组 合成 国际 计划 ”， 并 于 2017 年 完 
成 了 其 中 4 条 染色 体 的 从 头 设计 与 全 合成 "， 这 标志 着 
中 国 的 基因 组 设计 合成 能 力 达 到 了 国际 水 平 。2018 年 ， 
中 国 科 学 院 合成 生物 学 重点 实验 室 覃 重 军 研究 团队 与 合 
作者 通过 大 胆 假设 驱动 与 合成 生物 学 工程 化 的 方法 ， 将 
酿酒 酵母 的 16 条 染色 体 融 合 为 1 条 ， 创 建 了 国际 上 首 例 
单条 染色 体 的 真 核 细胞 "。 这 一 成 果 完 全 由 中 国 科 学 家 独 
立 完成 ， 是 合成 生物 学 具有 里 程 碑 意义 的 重大 突破 。 
近年 来 技术 的 发 展 ,使 得 DNA 合 成 成 本 降低 ， 尤 其 
是 关键 的 DNA 大 片段 拼接 以 及 基因 组 转移 技术 的 进步 ， 
使 得 从 头 全 合成 和 拼接 完整 的 微生物 基因 组 获得 了 成 
功 ， 为 人 工 合成 生命 细胞 打破 了 技术 屏障 。 人 工 合成 生 
命 细胞 对 于 理解 生命 的 本 质 和 发 展 改造 生命 具有 重要 的 


意义 。 


1 人 工 设计 与 合成 小 基因 组 原核 细胞 


Venter 研究 组 于 2010 年 报道 了 人 工 全 合成 和 组 
装 1.08 Mbp 的 丝 状 支原体 JCVI-syn1.0 基因 组 ， 并 将 其 移 
植 到 受 体 山羊 支原体 细胞 ， 创 造 出 新 的 细胞 具有 丝 状 支 
原 体 细胞 的 信息 和 特征 中 。 这 是 一 个 庞大 的 工程 ， 参 与 
该 项 目 有 20 多 人 ,历经 了 15 年 ， 花 费 了 4000 万 美元 ， 
从 而 最 终 完 成 了 这 一 重大 的 人 工 合成 基因 组 的 任务 。 在 
全 基因 组 合成 和 拼接 中 ， 需 要 多 级 的 质量 监控 ， 以 保证 
合成 出 来 的 基因 组 序列 的 精确 性 。 例 如 ，Venter 团队 曾 
经 因为 一 个 碱 基 的 错误 而 使 得 细胞 不 能 存活 一 一 在 调控 
染色 体 复制 的 生存 必需 基因 dnaA 中 的 一 个 碱 基 缺 失 造 成 
基因 的 读 码 框 移 位 ， 一 个 小 的 错误 曾经 耽误 了 他 们 不 少 
的 时 间 。 这 个 例子 表明 细胞 的 存活 是 需要 精确 调控 的 。 
Venter 等 人 合成 的 基因 组 几乎 跟 天 然 的 基因 组 一 样 ， 要 理 
解 、 设 计 和 改造 生命 系统 ， 仅 仅 拷贝 并 合成 一 个 天 然 的 
小 基因 组 是 不 够 的 。 

那么 如 何 设计 并 合成 一 个 比 天 然 更 小 的 基因 组 呢 ? 
Venter 团队 从 全 合成 的 生长 比较 快 的 1.08 Mbp 的 丝 状 支 
原 体 JCVI-syn1.0 基因 组 出 发 ， 通 过 多 轮 的 设计 一 合成 一 


1206|2o18 年 .第 33 卷 .第 11 其 


测试 ， 最 后 成 功 合成 出 了 531 kbp 且 可 存活 的 最 小 基因 组 
的 JCVI-syn3.0"1。 这 个 3.0 版 本 比 天 然 最 小 的 583 kbp 的 
生殖 道 支原体 基因 组 更 小 ， 生 长 却 是 更 快 ， 代 时 仅 有 后 
者 的 1/5。 这 被 认为 是 接近 于 最 小 基因 组 的 版 本 了 。 

这 个 成 功 的 背后 是 超大 量 的 设计 、 合 成 和 测试 工 
作 。 首 先 ， 他 们 发 现 基于 已 有 知识 设计 最 小 基因 组 是 不 
可 行 的 。 通 过 整合 现 有 的 转 座 子 突变 和 项 除数 据 ， 以 及 
分 子 生物 学 累积 的 知识 ， 从 1.08 Mbp 的 丝 状 支原体 基 
因 组 JCVI-syn1.0 中 找到 了 可 项 除 的 440 个 生存 非 必 需 
基因 ， 使 得 基因 组 减 小 到 了 483 kbp。 他 们 将 这 个 预 设 
的 483 kbp 的 最 小 基因 组 分 成 8 个 大 段 ， 分别 合成 和 测试 
功能 。 结 果 8 个 大 段 中 仅 1 个 大 段 是 有 功能 的 ， 但 是 该 
段 的 设计 改造 使 得 细菌 生长 很 不 好 。 导 致 前 期 的 设计 失 
败 的 一 个 重要 原因 是 在 生存 必需 基因 (e) 及 非 必需 基 
因 Cn) 之 间 ， 还 存在 对 生长 重要 的 准 -生存 必需 基因 。 
根据 准 -生存 必需 基因 对 生长 的 影响 情况 ， 他 们 还 分 了 
非常 影响 生长 的 基因 (ie) 、 影 响 生 长 的 基因 Ci) ， 以 
及 轻微 影响 生长 的 基因 Cin ) 。 他 们 认为 应 该 保留 生存 
必需 的 基因 e 以 及 影响 生长 的 ie 和 i， 只 把 基本 不 影响 生 
长 的 mn fI n 作为 敲 除 的 备 先 基因。 除了 准 -生存 必需 基因 
之 外 ， 还 存在 执行 生存 必需 功能 的 匈 余 基因 。 比 如 ， 基 
因 A 和 B 都 能 执行 生存 必需 功能 E， 单 敲 除 A 或 者 B 都 不 
影响 生存 必需 功能 E， 那 么 我 们 一 般 会 认为 A 和 B 都 是 生 
存 非 必需 的 。 但 是 A 和 B 的 同时 缺失 将 导致 生存 必需 功 
能 E 的 缺失 而 使 得 细菌 不 能 存活 。 因 此 ， 需 要 大 量 的 测 
试 工作 来 寻找 这 些 准 -生存 必需 基因 ， 以 及 执行 生存 必 和 需 
功能 的 元 余 基因 。 

值得 注意 的 是 ， 在 基因 组 减 小 的 过 程 中 ， 基 因 组 大 
小 和 生长 速度 之 间 有 一 个 平衡 。 随 着 基因 组 的 减 小 ， 生 
长 速度 急速 减 慢 。 人 工 设计 及 合成 出 来 的 531 kbp 支原体 
最 小 基因 组 JCVI-syn3.0 代 时 为 180 min， 比 1.08 Mbp 的 
支原体 基因 组 JCVI-syn1.0 的 60 min 的 代 时 要 慢 很 多 。 
并 且 ， 它 不 像 出 发 菌株 那样 可 以 在 液体 培养 基 中 形成 均 
一 的 混 及 液 ， 而 是 容易 沉淀 。 显 微 镜 和 电镜 下 可 以 看 到 
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JCVI-syn3.0 细胞 容易 形成 长 的 细 丝 状 的 网 络 结构 ， 也 会 
形成 大 的 泡 宫 体 。 因 此 ， 这 个 接近 于 最 小 基因 组 的 细胞 
的 生长 还 是 有 缺陷 的 ， 不 那么 完美 。 但 是 ,无论 如 何 ， 
这 是 一 个 成 功 设计 与 合成 最 小 基因 组 的 范例 。 


2 人 工 设计 与 合成 原核 模式 生物 大 肠 杆菌 基 
因 组 


大 肠 杆菌 是 被 最 广泛 人 研究 的 原核 模式 生物 。 它 生 
长 快速 ， 遗 传 操作 相对 简单 一 一 很 多 的 遗传 操作 技术 都 
是 首先 在 大 肠 杆菌 中 建立 的 。 对 大 肠 杆菌 在 组 学 水 平 的 
大 量 研究 技术 及 生物 信息 学 分 析 和 建 模 促进 了 我 们 对 大 
肠 杆菌 生物 系统 的 理解 ， 使 我 们 能 对 大 肠 杆菌 进行 更 有 
理性 的 改造 ， 从 而 使 它 成 为 我 们 想 要 的 超级 菌株 ， 以 用 
于 工业 应 用 生产 所 需要 的 产物 。 基 因 组 减 小 化 可 以 降低 
基因 组 的 复杂 度 ， 也 减少 了 非 必需 的 代谢 途径 ， 有 利于 
整合 异 源 的 高 效 生产 元 件 以 获得 高 产 的 优化 菌株 。 大 肠 
杆菌 的 基因 组 有 4 一 5 Mbp ， 远 比 1 Mbp 的 文 原 体 基因 
组 大 。 因 此 通过 类 似 的 “ 自 下 而 上 ”从 头 合成 的 方法 来 
构建 大 肠 杆菌 简约 基因 组 并 进行 测试 会 很 困难 。 因 此 ， 
大 部 分 与 大 肠 杆菌 减 小 基因 组 相关 的 研究 报道 都 是 通过 
“ 自 上 而 下 ”的 基因 组 删 减 途 径 来 进行 的 。 由 于 工业 应 
用 需求 导向 ， 我 们 和 希望 构建 的 是 具有 快速 生长 、 基 因 组 
稳定 的 大 肠 杆菌 菌株 。 基 因 组 的 减 小 化 与 生长 速度 之 间 
存在 一 定 的 平衡 。 因 此 ， 我 们 对 大 肠 杆菌 简 小 基因 组 的 
研究 并 不 是 一 味 追求 基因 组 的 最 小 化 ， 而 是 小 而 强大 。 

“ 自 上 而 下 ”的 基因 组 删 减 策略 是 首先 通过 生物 信 
息 学 方法 分 析 生存 必需 基因 包 ， 比 如 ， 分 析 天 然 进化 的 含 
小 基因 组 的 微生物 ， 或 者 用 比较 基因 组 学 分 析 等 。 第 二 
步 是 用 高 通 量 基 因 敲 除 方法 鉴定 生存 必需 基因 。 有 了 这 
些 数据 ,我 们 可 以 确定 基因 组 哪些 区 域 是 生存 必需 的 ， 
哪些 区 域 是 生存 非 必需 的 、 可 项 除 的。 通过 对 基因 组 中 
的 生存 非 必需 的 区 域 进行 大 段 删 减 的 测试 ， 测 试 可 敲 除 
的 区 域 再 合并 到 一 个 菌株 中 ， 这 样 可 以 逐步 构建 一 系列 
基因 组 减 小 化 的 菌株 。 
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目前 主要 有 3 类 基因 组 减 小 的 大 肠 杆菌 菌株 的 构 
££": (D Delta 系列 是 通过 大 段 敲 除 生存 非 必需 区 域 ， 
迅速 将 大 肠 杆 菌 基因 组 减 小 。 但 是 由 于 没有 很 理性 的 设 
计 ， 最 后 构建 出 来 的 菌株 存在 生长 缺陷 。Q® 相 比 而 言 ， 
MGF 系列 只 累积 不 影响 生长 的 较 小 片段 的 敲 除 ， 因 此 最 
后 构建 出 来 的 菌株 生长 状况 良好 。(@®) MDS 系列 着 重 敲 除 
搬 和 人 序列 、 原 叭 菌 体 等 不 影响 生长 且 有 助 于 基因 组 稳定 
的 基因 。 因 此 ， 最 后 构建 出 来 的 菌株 被 认为 是 含有 clean 
genome (干净 的 基因 组 ) 的 ， 且 菌株 生长 状况 良好 。 

2016 年 ， 美 国 科 学 家 Church 研究 组 最 近 报道 了 全 合 
成 的 密码 子 简约 化 的 大 肠 杆菌 基因 组 ”“。 我 们 知道 ，1 个 
遗传 密码 子 是 由 3 个 碱 基 组 成 ， 共 有 64 个 密码 子 ， 除 
了 3 个 终止 密码 子 外 ， 其 他 61 个 密码 子 对 应 于 20 种 氨基 
Ro 1 种 氨基 酸 可 以 对 应 1 到 多 个 密码 子 。 全 基因 组 范围 
的 同 义 密 码 子 置 换 可 以 构建 具有 遗传 隔离 并 具有 新 的 生 
物 功能 的 生命 体 。 遗 传 隔离 是 指 由 于 新 合成 出 来 的 生命 
本 少 了 一 些 密码 子 ， 使 得 外 源 DNA ， 包 括 来 源 于 病毒 、 
质粒 或 其 他 细胞 的 DNA， 进 入 生物 体内 后 可 能 无 法 正常 
表达 ， 从 而 使 生物 体 对 感染 和 基因 水 平 转移 不 敏感 。 此 
外 ， 可 以 利用 置换 出 来 的 密码 子 来 表达 20 个 氨基 酸 以 
外 的 非 标 准 氮 基 酸 ， 从 而 合成 具有 新 化 学 活性 的 蛋白 。 
Church 研究 组 通过 重 编程 大 肠 杆菌 基因 组 ， 将 大 肠 杆菌 
基因 组 的 7 个 密码 子 ， 包括 丝 氨 酸 、 亮 氨 酸 、 精 氮 酸 的 
各 2 个 密码 子 以 及 1 个 终止 子 ， 用 同 义 密 码 子 置换 ， 从 而 
将 基因 组 使 用 的 密码 子 从 64 个 降 为 57 个 中 。 这 是 个 很 大 
胆 的 举动 ， 因 为 这 7 个 密码 子 的 置换 一 共 涉 及 了 6 万 多 
处 改动 。 他 们 将 大 肠 杆菌 基因 组 分 成 87 个 约 50kbp 的 片 
段 ， 并 对 其 中 的 55 个 片段 进行 合成 与 分 别 测试 。 他 们 发 
现 91% 的 生存 必需 基因 在 这 样 的 改动 之 后 仍 能 保持 功能 
且 不 影响 生长 。 这 表明 了 基因 组 的 可 塑性 还 是 很 大 的 。 


3 人 工 设计 与 合成 真 核 生 物 酿酒 酵母 基因 组 


酿酒 酵母 是 最 简单 的 单 细胞 真 核 模式 生物 ， 对 其 基 
因 组 的 重新 设计 及 人 工 合成 并 进行 功能 研究 将 极 大 地 推 
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动人 类 对 生命 理解 及 改造 能 力 。“ 酿 酒 酵母 基因 组 合成 
计划 ”( Sc2.0 项 目 ) 是 人 类 首次 尝试 改造 和 从 头 合成 
真 核 生物 。Sc2.0 项 目 是 由 美国 科学 院 院 士 Jef Boeke 发 
起 ， 由 多 国 研 究 机 构 参 与 并 分 工 协作 ， 对 真 核 模式 生物 
酿酒 酵母 16 条 染色 体 进 行人 工 重新 设计 和 化 学 再 造 ， 
是 继 原 核 支原体 基因 组 合成 项 目 之 后 ,合成 生物 学 领域 
的 又 一 重大 标志 性 国际 合作 项 目 。 最 先 完成 的 是 3 号 染 
色 体 的 全 合成 与 替换 ，2014 年 在 Science 杂志 报道 ""。 
2017 年 ，Science 杂志 以 封面 、 专 刊 的 形式 同时 发 表 了 
介绍 “人 工 合成 酵母 基因 组 计划 ”已 完成 2 号 、5 号 、 
6 号 、10 号 和 12 号 这 条 染色 体 的 从 头 设计 与 全 合成 的 
研究 ， 研 究 人 员 把 经 过 设计 的 人 工 合成 染色 体 导 入 酿酒 
酵母 中 ， 并 保证 带 有 人 工 合成 染色 体 的 酵母 菌 仍 能 够 
正常 存活 。 我 国 天 津 大 学 、 清 华 大 学 、 华 大 基因 研究 院 
和 Boeke 院士 一 起 合作 ， 完 成 了 其 中 4 条 染色 体 的 全 合 
成 及 功能 验证 ， 进 一 步 证 明了 人 工 合 成 生命 体系 的 
可 行 性 。 对 酵母 16 条 染色 体 的 人 工 设 计 内 容 ， 包 括 终 
止 密码 TAG W TAA RË, BIAT loxP 重 组 位 点 可 以 允 
许 基因 组 的 快速 改变 ， 引 入 PCR 检测 标记 及 限制 性 内 
HERRIRA, URR tRNA 及 重复 序列 等 。 这 些 设 
计 及 改变 不 会 对 酵母 的 生长 有 明显 的 影响 等 。 前 期 人 工 
合成 和 构建 的 酿酒 酵母 染色 体 引 入 了 很 多 loxP 重组 位 
点 ,诱导 Cre 切割 loxP 位 点 ,任意 两 个 loxP 重组 位 点 
之 间 的 序列 可 以 发 生 倒 转 、 缺 失 或 重复 。 这 个 技术 被 称 
为 SCRaMbLE， 可 以 用 于 染色 体 快 速 重 排 。 通 过 定向 得 
选 ， 可 以 很 快 找到 对 微生物 细胞 工厂 性 能 提升 、 生 命 快 
速 进化 和 人 类 染色 体 异 常 疾病 等 研究 有 用 的 菌株 。 
以 中 国 科学 院 草 重 军 研究 组 为 主 的 研究 团 
队 通 过 15 轮 的 染色 体 融 合 将 酿酒 酵母 天 然 的 16 条 染色 体 
逐一 融合 ， 人 工 创建 了 只 含有 单条 线 型 染色 体 的 酵母 细 
胞 (SY14 ) 。 在 染色 体 的 人 工 逐一 融合 过 程 中 ， 构 建 了 
从 SY0 到 SY13 的 染色 体 数目 不 断 减 少 的 一 系列 中 间 菌 
株 ， 最 终 构建 的 SY14 菌株 删除 了 15 个 着 丝 粒 、30 个 端 
粒 、19 个 长 的 重复 序列 "(图 1) 。 单 条 染色 体 在 三 维 结 
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构 上 有 极 大 的 改变 , 但 是 单 染 色 体 的 酵母 具有 与 野生 型 
细胞 相似 的 转录 组 和 表 型 组 。 不 仅 如 此 ， 单 染色 体 的 醇 
母 还 保持 了 减 数 分 裂 的 能 力 ， BRE AMET ER 
上 略 有 降低 。 这 些 都 表明 单 染 色 体 的 酿酒 酵母 可 以 有 正 
常 的 细胞 功能 。 
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人 造 单 染色 体 酿酒 酵母 (SY14) 


El 人 工 创建 的 单 染色 体 真 核 酵 母 

(a) 单 染 色 体 真 核 酵母 的 创建 过 程 。 通 过 05 轮 的 染色 体 融合 将 酿 
B SEEK AT) 16 条 染色 体 逐 一 融合 ， 人 工 创 建 了 只 含有 单条 线 型 
染色 体 的 酵母 细胞 。 (b) 人 工 创 建 的 单 染 色 体 酵 母 细胞 虽然 在 染 
色 体 三 维 结构 上 有 巨大 改变 ， 但 在 细胞 功能 上 与 天 然 酵母 几乎 一 致 


4 讨论 与 展望 

生命 系统 的 复杂 性 使 其 难以 分 析 和 操作 ， 对 基因 
组 的 简约 化 设计 和 工程 化 构建 不 仅 有 利于 对 生命 起 源 、 
进化 与 代谢 调控 的 研究 ， 也 为 生物 技术 的 应 用 提供 了 合 
适 的 表达 窒 主 。 从 基因 组 简约 化 的 角度 来 看 ， 对 基因 组 
生存 非 必需 的 基因 的 删 减 可 能 并 非 人 类 想象 的 那么 简 
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( CAS Key Laboratory of Synthetic Biology, CAS Center for Excellence in Molecular Plant Sciences, Institute of Plant Physiology 
and Ecology, Shanghai Institutes for Biological Sciences, Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200032, China ) 

Abstract Synthetic biology by using engineering ideas to design and construct new biological genomes is the research hotspot in recent years. 
The de novo synthesis of the prokaryotic Mycoplasma natural minigenome and further design and construction of the minimal genome, the 
continuous genome deletion of the prokaryotic model organism Æ. coli and the genome-wide codon simplification design and synthetic test, 
as well as the artificial design and synthesis tests of the eukaryotic model Saccharomyces cerevisiae genome have achieved great success and 
greatly promoted our understanding of life. Although the research on the genomes design and engineering construction in China started late, it 
has achieved internationally remarkable results recently. The genome design and construction provide insight into the origin and evolution of 
life and lay the foundation for further building a new life with powerful application functions. 
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